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Ang:ogenes:s inducida por colagena polivinilpirrolidona
y heparina en el musculo isquémico

Acad. Dr. Luis Padilla 8,* Dr. Siegfried Figueroa B,* Dr. David chco’n, * Dra, Irma Carrillo 8,*
Dra. Ana Cristina King M,** Dr. Paul Schalch L, ** Dr. Horacio Mollinedo R, **
Dr. Horacio Olguin J,** Dr. Fernando Viniegra R, ** Dr. Gerardo Mercado L**

Resumen

Estudio de investigacion experimental, prospectivo y compara-
tivo, con el objeto de evaluar los efectos de la aplicacién exoge-
na de colagena tipo |, Polivinilpirrolidona (PVP) y heparina, en
ineles musculares fibrocolagenos, en ta extremidad isquémica
de la rata, para inducir neovascularizacion o angiogénesis.

Se usé un modelo de isquemia en la extremidad posterior
derecha de 40 ratas Wistar en dos tiempos. 1° Ligadura de la
arteria iliaca comun via abdominal y colocacién de una pro-
tesis de silasticpoliéster en el musculo gracilis para la gene-
racién de un tanel fibrocolageno. 2° Ocho semanas después,
exposicién del paquete vascular femoral, ligadura de esta
arteria, localizacién y extraccion de la pritesis, perforacion y
lavado del tunel fibrocolageno y aplicacién de sustancias.
En el grupo | se aplico solucidn fisioldgica, en el grupo (I
colagena tipo | con PVP. en ei grupo [ll heparina sodica y
grupo |V colagena tipe | con (PVP) y heparina sédica. Para
la valoracién se llevé a cabo angiografia de las extremida-
des tratadas, cuantificando el numero de intersecciones en
una superficie milimétrica de 50 x 50 mm. El mayor nimero
de intersecciones se obtuvo en el grupo |V con una medida
de 20.22 contra una media de 13.5 intersecciones en el gru-
po | (control con sol. fisiclogica) = p de 0.14 mediante el
anélisis de varianza para comparar dos grupos (ANOVA),
El estudio demuestra mayor angiogénesis en el misculo isqué-
mico de la rata, si se aplica colagena tipo | con (PVP) y heparina,

Palabras clave: angiogénesis, neovascularizacion, colage-
na tipo |, tinel fibrocolageno.

Summary

Experimental, prospective and comparative research to
evaluate the effects of exogenous application of the type |
collagen, polyvinylpirrolidon {PVP) and heparin into fibrocolla-
genous muscle tunnel of an ischemic lower limb of the rat, in
search of new blood vessel formation or angiogenesis.

We used & two-stage ischemia modet in the right hindlimb of
40 Wistar ra's. 1°, by abdominal ligature of the common ifiac
antery and colocation of a silastic-polyester prosthesis into
the gracilis muscte to create a fibrocollagen tunnel. 2°, weeks
later, exposition and ligature of the femoral artery, localization
and extraction of the prosthesis, perforating and washing the
tunnel and application of different substances in four different
groups.

We used saline solution for the pilot-group (I} where angio-
genesis appeared ag a response to ischemia; Group Il type |
collagen with (PVP); Group Il heparin, and Group IV type |
collagenwith PVP and heparin. For the evaluation we practiced
angiography of the treated limbs and quantified the number of
intersection on a 50 x 50 mm milimetric surface. We obtained
ap =0.14 by comparing group IV {mean, 20.22 intersections)
with group | (mean 13.5 intersections) using the analysis of
variance (ANOVA) to compare two the groups.

it is proved that there is & larger neoformation of vessels in an
ischemia model in the rat muscle if there is applied type | collagen
with PVP and heparin in a muscular fibrocollagen tunnel.

Key words: Angiogenesis, Neovascularization, Type | colla-
gen, Muscular fibroccllagen tunnel.
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Introduccién

Laenfermedad arterial obstructiva avanzada en |as extre-
midades inferiores, que produce isquemia crénica con dolor,
dlceras o gangrena, limita su tratamiento a la revasculariza-
¢idn quirdrgica con derivaciones distales o terapia endovas-
cular intervencionista.

Desaforiunadamente en algunos pacientes no se puede
aplicar el tratamiento por la severidad de la enfermedad, lo
cual detcrmina la amputacidn.

Los factores que participan en el mantenimiento de las
condiciones homeostdticas vasculares incluyen la interaceidn
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de las células del endotelio con log componentes de la matriz
extracelular, asi como la influencia de diversos mediadores
solubles como el FTCB (Factor Transformante de Crecimien-
to Beta), BEGF (Factor de Crecimiento de Fibroblastos Bela),
¥ VEGF (Factor de Crecimicnto del Endotelio Vascular).

Mediante ta interaccidn de todos estos componentes, cl
sistema vascular y especiaimentg el endotelio puede guardar
un estado basal de reposo, pero conserva la capacidad de
responder frente a distintas condiciones de dafio tisular ¢ is-
quemia produciendo «angiogénesisy.

La proliferacién de células endoteliales ¥ suordenamien-
lo liene conto requerimicntos fundamentales la presencia de
coldgenatipoly IV y proteoglicanos, particularmente el he-

paran sulfato cl cual puede influir de manera importante su_

actividad bioldgica,

Tomando como base lo anteriormente ¢xpuesto se preten-
de, en este estudio de investigacién experimental, inducir
ncovascularizacién o angiogénesis en la extremidad isqué-
mica de la rata, utilizando un tanel fibrocoligeno producido
mediante la introduccién de una protesis de silastic-poliés-
ter, en la cual, después de un tiempo se aplica en su interior
coldgena tipo I con polivinilpirrolidona (PVP) y heparina,
para que se formen células endoteliales cn la cara externa e
induzcan la formacién de nuevos vasos sanguineos y se re-
conecten a la circulacién nativa, resolviendo la isquemia y/o
evitando la amputacién,

Nuestro grupo ha trabajado en ¢l labotatorio desde 1977,
buscando un microsustituto vascular de origen biolégico o
sintético, de 1 a 2 mm de didmetro, para resolver problemas
de microcirugia clinica, cuando no se cuenta £on venas auto-
logast',

Entre 1991 y 19920, fue demostrado por varios grupos
que las microprétesis de politetrafluoroetileno {PTFE) de pa-
red delgada, de 1 22 mm de didmetro, implantadas a nive! de
laaorta abdominal de la rata, reportaban 100% de permeabi-
lidad, pero sélo 20% de neoendotelizacién.

Zitla en 1994 aislg, cultive y trasplantd células endotelia-
les (CE’S) autSlogas, en prétesis de PTFE, de 70 cm de longj-
tud y 6 mm de didmetro, colocindolas en derivacidn arterial, en
49 pacientes con isquemia severa. A 33 pacientes les colocé
protesis tratadas y dejo 16 como control sin CE’S. Obtuvo una
permeabilidad de 84,7% para las protesis trasplantadas con CE'S
y de 55.4% para las no sembradas; a los tres afios (p < 0.023).
Las prétesis de PTFE, con trasplante de CE’S, fueron pretrata-
das en su interior con coldgena tipo 1y fibronectina.

En 1973, Sparks”, disefié una técnica para preparar un
tubo fibrocoldgeno, con el implante de una protesis silastic-
poliéster, en el trayecto femoropopliteo; y después de seis a
ocho semanas extirpé el silastic, quedando un tdnel liso y
resistente por la malla, con el que se practicaba una anasto-
mosis vascular, entre la prétesis ¥ 1a arteria femoral proxi-
mal y la prétesis y la arteria poplitea.

Tomando como base Ia coldgena, reproducimos en nuestro
laboratorio la técnica de Sparks, pero en ratas, pensando en
explorar cl trasplante de CE'S ¢n este tipo de microsustitutos,
mancjando como hipélesis que las CE'S tendrian mayor adhe-
rencia que en el PTEE tratado con coligena y libronceting,

En 1996® publicamos nucstros resultados, donde obtuyi-
mos 80% de permeabilidad, 25% de neoendotel izacion espon-
tinca, 26.6% de aneurismag y 13% de calcilicaciones, Sin
embargo, ¢l hallazgo de mayor importancia fue la presencia
de vasos de neoformacién o «angiogénesis» en la periferia del
tubo, antes de su extirpacién de la regidén dorsal de 1a rata,

Con este hallazgo, ¢ interesados en cl fendmeno de la an-
giogénesis, al revisar la bibliografia, encontramos que Li-
Qun Pu y Symes® demostraron, en concjos con isquetnia
severa de la extremidad inferior, que inyectando en el mus-
culo el factor de crecimiento de células endoteliales (ECGF).
lograban crecimiento significativo de nuevos vasos sangui-
neos y salviunento de la extremidad.

Baffour', tambicn en 1992 reponis «angiogénesis» y cre-
cimiento de vasos colaterales en la extremidad isquémica del
conejo, después de inyectar intramuscularmente el factor
bisico de crecimiento de fibroblastos recombinante (BFGF).

Jacksont') demostré que a adicién de 50 pg/mL de hepari-
na. al medio de cultivo de células endoteliales, generala forma-
cidn de tubos capilares in vitro, en respuesta alacoldgenatipo 1.

Por lo que formulamos la siguiente hipdtesis:

Sien la extremidad isquémica de una rata, se forma un tubo
muscular fibrocoldgeno, con una red externade capilares vas-
culares. :

Entonces, las células endoteliales de la red, en presencia
de coldgena tipo I con (PVP) ¥ heparina, formarian nuevos
vasos sanguineos (angiogénesis), que se conectaria a la cir-
culacidn nativa, resdlviendo la isquemia (Figura 1).

Figura 1. Induccién de angicgénesis para recuperar la cir-
culacién nativa .
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Angiogenesis inducida por coldgena polivinilpirrolidona ¥ heparina en el musculo isquémico

Métodos

Material bioldgico
Se utilizaron 40 ratas Wistar machos de 250 g de peso. *

Modelo de desarrollo de isquemia de la extremidad
posterior de la rata.

Previo al tratamiento con coldgena con (PVP) y/o hepari-
na, a todas las ratas, se les sometié a un procedimiento de
isquemia en dos ctapas:

Etapa I

Bajo anestesia general con éter y 1écnica limpia, pero no
estéril, se abordd por via abdominal, la arteria iliaca co-
min derecha, disecando un trayecto de 3 a 4 mm de longi-
tud, practicando ligadura y secci6n con Prolene 7 ceros
(Figura 2-A)

Después de cerrar por planos el vientre, se practicé una
incision longitudinal en la extremidad posterior derecha, si-
guiendo el trayecto hacia la articulacidn de la rodilla, expo-
niendo el paquete vasculonervioso y el misculo gracilis, el
cual se perforé con una pinza de punta de abajo hacia arriba,
para guiar la tunclizacién de una prétesis de silastic-poliés-
ter de 2 mm de didmetro y 30 mm de longitud; la cual se fija
con Prolene 7 ceros (Figura 2-B).

Etapa II

Después de ocho semanas, en un segundo tiempo opera-
torio, se expone el paquete vascular femoral, sé afsla la arte-

Figura 2. A - Abordaje de la arteria iliaca comun derecha.
B.- Fijacion de la protesis de silastic-poliéster.

* Ley de Proteccion a los animales para el Distrito Federal, Méxi-
co Capitulo ). Ar. 12-18 1983,

* Ley General de Salud. Investigacion en Animales de Experi-
mentacién. Titulo Séptimo Art. 121-126 1982,

B

Figura 3. llustracién de la Etapa 1. Extraccién del tubo de
silastic, lavado y aplicacién de las diferentes sustancias.

ria y se liga con seccién en un trayecto de 4 mm de longitud,;
completando con esto el modelo de isquemia.

Se localiza y extrae el tubo de silastic, refiriendo la malla
con tejido fibrocoldgeno con tres puntos de Prolene 7 ceros,
sc lava con solucién salina y se perfora el uinel de abajo
hacia arriba con una aguja en 7 trayectorias diferentes. Se
lava nuevamente con solucidn salina y se aplican respectiva-
mente las dosis: solucién salina, coldgena tipo I con (PVP),
heparina y coldgenatipo I con (PVP) mds heparina de acuer-
do al grupo de estudio (Figuras 3 A-B-C).

Grupo Tratamiento

Grupo | Solucidn salina

Grupo II ColdgenatipoIcon (PVP) (1.6 pg)
Grupo 111 Heparina (200 U)

Grupo IV Coldgena tipo Leon (PVP) (0.8 pg)

y heparina (100 U.)
Evaluacion

Las ratas que cumplieron los criterios de inclusidn se eva-
luaron en diferentes tiempos entre 30 y 180 dias, practicin-
doles arteriografia con célculo de intersecciones para deter-
minar la densidad capilar y técnica histoldgica de inmunaope-
roxidasa, para evaluar la fase proliferativa y de migracién
temprana de las células endoteliales.

Técnica de la arteriografia

aorta de ia rata, la cual se 1igé a un centimetro de su bifurca-
cidn. se canuld. v se inyectaron 3 ml. de material de contras-
te, aplicindolo a razdn de | mL/seg (70 KV a 25 mA), (mini
Xray 903) (type B = 85. min X ray Inc) (Figuras 4 y 5),

Volumen 67, No. 2, marzo-abrif 1999
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Figura 4. Técnica de arteriografia.

Figura 5. Técnica de arteriografia.

Técnica de toma de la biopsia

Inmediatamente después de la toma del tejido para anali-
zar (musculo gracilis), se fijé con parafina y se realizaron
cortes en laminillas, se desparafinaron mediante incubacién
a 56 °C, se bloquearon entonces con suero de cerdo y se les
sometié a un tratamiento con peréxido de hidrégeno para
evitar la reaccién con peréxido endégeno. Después se ino-
culd el anticuerpo monoclonal a la dilucién éptima, se incu-
b6 a 37°C durante una hora en cdmara himeda, se procedié
al lavado cinco veces, utilizando buffers de fosfatos y se rea-
liz6 la identificacion con revelador 4-cloro-naptol, obtenién-
dose finalmente una coloracién café en los sitios reconoci-
dos con ei anticuerpo.

LE

i ., g ' L .
o %
N el :
Figura 6. Vasos de neoformacion. Células endoteliales mar-
cadas con CD31.

T #

Método estadistico

braw, -
Pt

En el andlisis estadistico, todos los datos fueron someti-
dos al método de desviacién estandar, en base a las medias
de interseccién para cada categoria de grupo, ademas fue
utilizado el andlisis de varianza « ANOVA» para determinar
los resultados por grupo. Se wtilizé la prueba de Kruskal-
Wallis para comparar el ndmero de intersecciones en los di-
ferentes grupos. Todas las pruebas fueron realizadas en el
epi-info- software.

Resultados

De las 40 ratas, sélo 27 cumplieron con los criterios de
inclusién. La inspeccién visual de las arteriografias demos-
tré aumento de la trama vascular y la perfusién en el miem-
bro posterior derecho de las ratas tratadas con coldgena tipo
1 con (PVP) y coldgena tipo 1 con (PVP}-heparina, aunque
no hubo una significancia estadfstica relevante en los andli-
sis de varianza, debido al tamafio pequefio de la muestra, si
fue demostrativa.
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Angiogénesis inducida por coldgena polivinilpirrolidona y heparina en el musculo isquémico

Comparacién del grupo de coldgena en el grupo control

El grupo control con solucién salina fue representado por
4 ratas con 5 a 20 intersceciones con una media de 13.5 y ¢l
grupo de coldgena tipo [ con (PVP) representado por 9 ratas
con una media de intersecciones de 17.

Obtuvimos una varianza (Bartlett) con valor p = 0.201913,
con la prueba de Kruskal-Wallis (chi cuadrada) para dos grupos
con un valor de p = 1.000000, y ANOVA con una p= 641991.

Comparacion del grupo de heparina con el grupo control
El grupo de heparina fue representado por 5 ralas con 3 a
30 intersecciones.

Obtuvimos una varianza con valor p = 0.423015, con la
pruebade Kruskal-Wallis p = 1 000000 ANOVA p=0.862167.
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Figura 7. Angiogénesis en et misculo isquémico de la rata. dis-
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Figura 8. Comparacion de respuestas medias de angiogé-
nesis.

Comparacion del grupo colagena tipo 1 y heparina con el
grupo control

E! grupo con coligena tipo I con (PVP) y heparina [ue
representado por 9 ralas con una media de intersecciones de
200.22, obtenicndo un ANOVA con valor de p = 0. 144099,
varianza de Bartlett con un valor p = 0.833096, la prucha de
Kruskal-Wallis con un valor p = 0.188444

Inmunoperoxidasa

Usando esta técnica, sc observd microscépicamentce en el
lejido obtenido de los 4 grupos de ratas, la presencia de célu-
tas endoteliales de neoformacidn, valorando la induccién y
angiogénesis resultante del winel y los activadores de 1a vas-
culatura usados como la heparina, coldgena y la combina-
cién de ambos, identificandose un mayor grado de neovas-
cularizacion en el Gltime grupo (Figura 6).

En las figuras 7y 8 y en ¢! cuadro | sc ilustran los resul-
tados giobales.

Discusion

Angiogénesis cs la formacién de nuevas redes de vasos
capilares por brotes, que dependen de la activacién, migra-
cién y proliferacidn de células endoteliales, en espacios avas-
culares por estimulo de factores de crecimiento y la hipoxial'®)

Los factores de crecimicnto son polipéptidos bioldgicos
con actividad y funciones simitares a las de las hormonas.
Sus funciones se relacionan principalmente con el control de
la proliferacion y la diferenciacion de las células. No son
consideradas hormonas, porque no las producen érganos es-
pecializados, sino gran variedad de tejidos y se transportan
por difusidn, no por el turrente circulatorio!!?,

La presencia no esperada de vasos de neoformacidén en la
cara externa de tubos fibrocoldgenos, que utilizamos como
microsustilutos vasculares cn la rata, fue lo que desperté
nuestro interés en el fenémeno de «angiogénesis» y el papel
de la célula endotelial®,

Li-Qun, Symes, Baffour, Bauters, Takeshita e Isner®10.1213.15)
demostraron la factibilidad para inducir angiogénesis en extre-
midades de conegjo con isquemia severa; al suministrarles diver-
sos factores de crecimiento, (citoquinas), con capacidad de esti-
mular a la célula endotelial (BFGF, ECGF, VEGF). .

Jackson" y Hughes!', jograron en el laboratorio, re-
producir el fenémeno de angiogénesis, pero in vitro, utili-
zando coldgena y heparina en los cultivos de células endote-
liales, las cuales se ordenan formando tubos capilares.

En este estudio experimental observamos que, aplicando
coidgena tipo I con (PVP) y heparina en tiineles musculares
fibrocoldgenos, en la extremidad isquémica de 1a rata, se in-
duce la formacidn de nuevos vasos sanguineos; pues el gru-
po 1 al que aplicamos solucién salina s6lo presentd una me-

Volumen 67, No. 2, marzo-abrif 1999
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Cuadro .
Intervalo de confianza para la media (95%)
del ndmero de intersecciones
! 7.0 14.0 21.0
Grupo N Media DE T —. S T
Solucién satina 4 13.50 6.56 (N ¥ e )
Coldgena Tipo I 9 17.00 13.71 (N s )
Heparina 5 14.60 10.62 (- K )
Coldgena Tipo I + Hep. 9 20.22 7.31 ¥ e )
-------------- A e e e
D.E. Ponderada = 10.45 7.0 14.0 21.0

diade 13.5 de intersecciones, contra 26 del grupo IV, de co-
lagena con (PVP)-heparina.

Podemos interpretar que estos resultados, reproducen en
el misculo isquémico de larata, las mismas condiciones que
logran la formacién de tubos capilares en el cultivo de célu-
las endoteliales que reportaron Jackson!'! y Hughestt (is-
quemia, heparina, coldgena y células endoteliales locales).

Baumgartner e Isner!'® publicaron los resultados de tera-
pia genética aplicada a 10 pacientes con isquemia critica de
miembros inferiores, a los que se les inyecté intramuscular-
mente un pldsmido DNA de factor de crecimiento del endo-
télio vascular VEGF, logrando angiogénesis con nuevos va-
s0s colaterales en 7 de los 10 enfermos, evilando la amputa-
cidn.

Hamdan{"® demostré que el VEGF es una glicoproteina

producida por muchos tipos de células en cultivo ¢ in vive,”

incluyendo {a célula endotelial, y observando que después
de un puente con vena aut6loga en el perro, 1a expresién del
VEGEF se incrementa por hipoxia.

Goldsmith?® en 1984, al observar el desarrollo de nume-
rosas conexiones neovasculares entre la superficie del cere-
bro isquémico y el epiplén interpuesto quirirgicamente; ini-

ci6 la bisqueda del factor que causa esta respuesta, llegando-

aaislar un «factor lipidico angiogénico» que ensayé en gatos
con isquemia de extremidades posteriores, demostrando que
la inyeccidn intramuscular incrementé la perfusién vascular
en forma significativa®®",

Zhang®¥ en 1997, demuestra que el epiplén secreta gran
cantidad del factor de crecimiento del endotelio vascular
{VEGF), lo que explica su capacidad de angiogénesis.

Nuestros hallazgos justifican continuar con una segunda
etapa en perros, usando ¢l mismo modelo experimental con
coldgena tipo I con (PVP) y heparina; pero agregando el
trasplante de células endoteliales y la aplicacién del «Fac-
tor lipidico angiogénico» derivados de) epiplén, para tener

acci6n directa del VEGF y esperar una angiogénesis mas
intensa,

En conclusion:

l. El modelo experimental, si logra la formacién de un
tiinel muscular-fibrocoldgeno.

2, Aplicando solucidn salina, se forman menos vasos san-
guineos (13.5 intersecciones),

3. Aplicando coldgena tipo I con (PVP) y heparina se (or-
man mds vasos sanguineos (20.2 intersecciones).

4. Se justifica coniinuar con la segunda clapa de este es-
tudio, en donde a perros, con el mismo modelo de is-
quemia, se les aplicard en el uinel muscular fibrocold-
geno, un trasplante de células endoteliales con colage-
na tipo I con{PVF) y heparina.
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